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I 
摘要 
病原感染修复过程中，不同极化分型的巨噬细胞与微环境相互作用，启动促
炎或抗炎机制：一方面，巨噬细胞 M1 型活化，释放炎症介质，导致炎症发生，
进而损伤；另一方面，巨噬细胞 M2 型活化启参与炎症控制和寄生虫感染抵抗，
并在组织修复与重建、脂类代谢、过敏反应和肿瘤形成中发挥作用。两种机制相
互拮抗共同决定着炎症的发生发展及转归。因此，巨噬细胞不仅是重要的疾病治
疗靶点，其极化调控也成为研究热点之一。最新研究进展提示脂多糖（LPS）是
炎症和巨噬细胞 M1 型极化的强大诱导剂。LPS 主要通过 TLRs 受体激活 NF-κB
信号通路，使炎性介质释放增加，随后进一步促进巨噬细胞极化，包括形态学变
化、抗原提呈及促炎因子分泌，在幽门螺杆菌感染性胃炎的损伤机制中扮演重要
角色。胃肠道黏液细胞分泌的可溶性小分子多肽三叶因子在黏膜损伤修复、信号
转导、炎症保护、细胞凋亡调节等方面具有多重生物学功能，并被报道为潜在的
新型肿瘤标志物。其中，TFF2 因子作为 TFFs 中的一员，在炎症发展过程中具有
关键的调控作用，可以减弱炎症部位对巨噬细胞的募集，影响相关配体与趋化因
子受体结合激活，并负调控介导炎性介质的表达与分泌，与幽门螺杆菌(HP)感染
后的胃黏膜病变密切相关，但机制尚不明确。 
本课题探讨TFF2在脂多糖诱导的巨噬细胞活化与炎症发生发展中的功能与
机制。首先，探讨感染性炎症中TFF2的表达特征：应用组织芯片免疫组化法对
正常人胃黏膜以及胃溃疡患者胃黏膜进行TFF2表达检测，结果表明发生胃溃疡
的患者胃黏膜中TFF2表达水平上调；应用LPS对正常胃黏膜细胞GES-1进行不同
时间或浓度的诱导处理，结果表明TFF2表达呈时间及浓度梯度依赖性上调。上
述结果提示感染促进TFF2表达上调，而LPS是重要的诱导因素。其次，探究TFF2
对LPS-TLR4-NF-κB通路激活的影响：正常胃黏膜细胞GES-1中进行内源TFF2表
达敲减，Western Blotting检测发现TFF2表达削减后促进LPS诱导的NF-κB与IκB
的磷酸化，免疫荧光共聚焦检测发现TFF2表达削减后促进LPS诱导的NF-κB入核，
QPCR检测发现TFF2表达削减后促进NF-κB下游靶基因炎性介质IL-6、IL-8表达；
反之，Western Blotting检测发现Raw264.7细胞中TFF2表达量也受LPS诱导性上调，
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II 
Raw264.7中过表达TFF2后Western Blotting检测发现NF-κB的磷酸化入核被抑制。
上述结果提示TFF2拮抗LPS诱导的NF-κB激活。再次，进一步探讨TFF2对巨噬细
胞Raw264.7活化的影响：免疫荧光共聚焦显微观察发现过表达TFF2抑制LPS与巨
噬细胞膜上TLR4 受体结合，电镜显微观察发现过表达TFF2减少巨噬细胞伪足伸
展及吞噬泡形成，流式细胞术检测发现过表达TFF2削弱巨噬细胞对荧光抗原的
内吞能力。上述结果提示TFF2抑制巨噬细胞浸润吞噬能力。最后，应用正常胃
黏膜细胞与巨噬细胞的共培养体系高度模拟体内环境，探讨正常胃黏膜细胞表达
分泌的TFF2作用于巨噬细胞并在巨噬细胞介导的炎症反应中的调控作用：
Western Blotting检测发现TFF2抑制巨噬细胞中NF-κB激活，蛋白芯片检测表明
TFF2抑制巨噬细胞中炎症因子的表达与分泌，流式细胞术检测发现TFF2削弱巨
噬细胞M1型极化。上述结果提示TFF2抑制巨噬细胞M1型极化并拮抗炎症。 
综上，我们得出结论TFF2调控脂多糖诱导的巨噬细胞活化并拮抗炎症的功
能与机制。本课题不仅丰富了TFF2生物学功能及表达调控的理论研究，首次明
确了TFF2是巨噬细胞极化的重要调控因子，而且探讨了TFF2在细菌感染引发的
胃微生态相关性粘膜炎症中的功能与机制，树立TFF2为幽门螺杆菌相关性胃炎/
胃癌的治疗靶点，有助于促进消化系统感染性炎症的基础研究与科学技术进展，
而且体现了理论服务于实践，具有重大的临床应用价值。 
关键词：TFF2；巨噬细胞极化；脂多糖 
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Abstract 
The polarization of macrophages plays an important role in the repair of 
pathogen infection. On the one hand, macrophage M1 initiates the inflammatory 
mechanism, activates and releases the inflammatory mediators, causing the 
inflammation to occur and thus result in damage. On the other hand, macrophage M2 
induces the anti-inflammatory mechanisms, mainly involved in inflammation and 
parasitic infection resistance control, and plays a role in tumor formation.Different 
types of macrophages interact with the microenvironment to initiate 
proinflammatory or anti-inflammatory mechanisms that determine the development 
and progression of inflammation.Therefore, Macrophage is not only an important 
target for disease treatment, but its polarization is also one of the hot topics in the 
research filed. 
The latest researches in macrophage polarization suggest that 
lipopolysaccharide (LPS) is a powerful inducer of inflammation and macrophage M1 
polarization,which plays a key role in the mechanism of Helicobacter pylori 
infection gastritis injury.Otherwise, a large number of studies have shown that 
soluble small molecule peptides secreted by gastrointestinal mucus cells have 
multiple biological functions in mucosal injury repair, inflammatory protection and 
tumor development, which are reported as potential novel tumor markers.As a 
member of TFFs, Trefoil factor 2 (TFF2) is also closely related to the pathological 
changes of gastric mucosa after Helicobacterpylori infection.  
This studyinvoles in the function and mechanism of the regulation in 
LPS-induced macrophages polarization and inflammation by TFF2. This study 
intends to explore: 1) the expression inductionpattern of TFF2 by LPS; 2) the 
inhibitory effect and molecular mechanism of TFF2on macrophage M1 polarization; 
3) TFF2 inhibits inflammation induced by LPSantagonists; 4) the inhibition effects 
of TFF2 on macrophage polarization andinflammatory after H. pylori infection.After 
reasonable design and a large number of experiments, this study puts forward the 
TFF2upregulation of macrophage polarization stress inhibits LPS induced 
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macrophages polarization andinflammation. Thus, this paper will establish TFF2 as 
amacrophage polarization control factor and a gastric mucosal 
inflammationtherapeutic target. 
Keywords:Trefoil factor 2;Macrophage polarization ; Lipopolysaccharid
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1 
第一章 前言 
1.1 炎症反应与吞噬细胞 
炎症是机体抵御损伤因素的主要防御反应。炎症反应是一个极其复杂的过
程，通常根据炎症病程可将炎症分为急性炎症和慢性炎症两大类，根据引起炎
症的刺激因子来源又可进一步分为感染性炎症和无菌性炎症两大类[1]。侵入人
体的外源性刺激因子本身和其所造成的细胞损伤和组织坏死，以及人体代谢过
程中所产生的衰老、死亡细胞等，均需经吞噬细胞吞噬、消化等处理，予以清
除。所以，吞噬细胞又被誉为“人体健康的卫士”。吞噬细胞从形态上可分为
大吞噬细胞和小吞噬细胞两类。小吞噬细胞由中性粒细胞和嗜酸性粒细胞组成，
以中性粒细胞为主[2]。大吞噬细胞由单核细胞和巨噬细胞组成，具有强大的吞
噬功能。单核细胞占白细胞总数的 3-8%，来源于骨髓中的前体细胞，是血液中
最大的细胞，直径为 14-20 微米左右，圆形或卵圆形。胞质内含有丰富的细胞
器，其中嗜天青颗粒即溶酶体，内含多种水解酶，如过氧化物酶、酸性磷酸酶
和溶菌酶等，其主要功能是进行细胞内消化。寿命可长达 75 天左右。当单核细
胞进入一已受损的组织时，局部组织胺和细胞因子浓度升高，因化学趋向性而
被化学物质的刺激吸引至受损处，并转化为巨噬细胞。总之，单核-巨噬细胞系
统是机体重要的免疫屏障，在抗感染、抗肿瘤和免疫调节等方面发挥重要作用
[3]。 
1.2 脂多糖诱导炎症反应 
1.2.1TLR4 受体调节蛋白 
Toll 样受体（Toll-like receptor，TLR）存在于免疫细胞膜上,是一类跨膜受
体。TLR4 受体的激活需要四种蛋白的调节，包括髓样分化蛋白 88（myeloid 
differentiation factor 88，MYD 88）、MyD 88 接头蛋白（MyD 88-adaptor like，
MAL）、TLRS 相关的干扰素活化因子（TRIF）和 TRIF 的接头分子（TRIF-related 
adaptor molecule，TRAM），这四种接头蛋白受刺激因子激活后均能够将信号
传递到 TIR的结构域，从而启动下游MYD 88非赖途径和MYD 88依赖途径[4]。 
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1.2.2LPS-TLR4-NF-κB 信号通路激活 
Toll 样受体在抗炎免疫的机制研究中具有非常重要的意义。Toll 样受体能
够识别病原微生物中的细菌脂多糖分子，在抗炎免疫中的作用日益受到重视，
与先天性免疫介导相关，同时发现 TLRS 与临床上炎症疾病关系密切[5]。其中，
人们最早发现了 TLR4 受体，该受体属于模式识别受体家族，是高度保守的受
体识别其为病原体守恒的分子模式(PAMPS)，因此代表对感染的第一道防线[1]。
TLR4 一直被公认为革兰氏阴性脂多糖(LPS) 的传感受体，该受体被激活后能够
通过信号传导激活 NF-κB，NF-κB 对其它的基因的表达进行调控，其中，可以
调节血多炎症介质和细胞因子的表达，起到抗炎免疫调节的作用。LPS 与其结
合蛋白 LBP 结合后在细胞膜 TLR4 受体上形成复合物，TLR4 发生二聚化后招
募下游分子MyD88，随后发生 IKK 磷激酶酸化并引起 IkB磷酸化与泛素化降解，
从而 NF-κB 激活进而转运入核发生磷酸化，结合相应序列并调控各种下游基因
的转录水平，尤其是一些炎性因子如白介素-1、6、肿瘤坏死因子等表达增高，
从而激活炎性细胞并释放炎症介质，导致炎性损伤[6]。 
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图 1LPS-TLR4-NF-κB 信号通路示意图 
1.2.3 脂多糖诱导巨噬细胞极化 
细菌及其产物脂多糖（lipopolysaceharides, LPS）是炎症的强大诱导剂，可
以经典地激活巨噬细胞M1极化。LPS主要通过TLRs受体激活NF-κB信号通路，
随后进一步促进巨噬细胞活化，包括形态学变化、抗原提呈及促炎因子分泌。其
中促炎因子TNFα与自然杀伤细胞分泌的干扰素-γ (IFN-γ)协同作用，刺激单核细
胞分化为M1型巨噬细胞[7]。 
作为革兰氏阴性菌细胞壁的主要成分，LPS激活TLR4信号通路的过程为：
LPS与其结合蛋白LBP结合后在TLR4上形成复合物，TLR4发生二聚化后招募下
游分子包括MyD88，随后发生IKK磷激酶酸化并引起IκBα磷酸化与泛素化降解，
最后激活NF-κB信号通路，使NF-κB转位入核并调控相关细胞因子和趋化因子的
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基因表达。NF-κB的激活可使TNF-α、IL-1的转录增强，后者反馈进一步增加
NF-κB的活化。巨噬细胞M1型极化后释放IL-1、NO等促炎因子杀伤病原菌并激
活适应性免疫反应。炎症反应若不能被及时控制将进一步恶化成严重的脓毒血症。
因此，由细菌感染引发的炎症病灶，M1型巨噬细胞浸润后清除坏死组织，随后
M1型巨噬细胞发生凋亡或者极化成M2型，保护宿主不受过度的损伤并促进组织
愈合[8]。 
1.2.4NF-κB 信号通路在炎症中的作用机制 
1.2.4.1NF-κB 及其家族成员 
NF-κB是一种重要的核转录因子，在体内各种类型细胞中普遍存在，参与调
控免疫应答、炎症反应、细胞增殖、分化和细胞凋亡等多种生理病理过程，并调
控相关细胞因子及粘附分子等的基因表达，在机体的免疫应答、炎症反应和细胞
的生长发育中起重要作用。 
NF-κB 于 1986 年首次在成熟 B 细胞、浆细胞中发现，它是一种能够与免疫
球蛋白轻链启动子特异结合的核蛋白[9]。NF-κB/Rel 家族为转录因子蛋白家族，
包括 RelA(p65)、c-Rel、RelB、NF-κB-B1 (p50/p105)、NF-κB-B2 (p52/p100)，
以同源或异源复合物存在，p65/p50 异二聚体是其活性的主要形式且最为常见。
家族成员具有共同的结构特征，包括 N 端由约 300 个氨基酸组成的相同保守
的 Rel 同源区(RHD)、C 端反式激活结构域（TD）。RHD 结构域负责形成二
聚体，结合DNA以及与其抑制子 IκB的结合, 同时它还含有核定位序列(NLS),
介导活化的 NF-κB 进入核内行使功能。p50 和 p52 只有 RHD 结构域而缺乏
TD 结构域，因此 p50 和 p52 同源二聚体并不能完成基因转录激活，而是
在细胞内作为一种抑制分子通常各自以其前体 p105 和 p100 的形式存在[10]。 
1.2.4.1NF-κB 激活途径 
NF-κB 是一种重要的核转录因子，当细胞处于静息状态时，NF-κB 被其抑
制子 IκB 通过其 C 端序列覆盖 NSL 结合位点，阻止其向核内转移[11]。 
NF-κB 的激活包括经典途径与非经典途径两条通路。经典途径中，p65/p50
组成的异源二聚体由于结合了 NF-κB 抑制蛋白 IκBα，使 NLS 序列被覆盖而不
能入核。细菌、病毒以及多种细胞因子的刺激将信号传递到 IκB 激酶复合物
IKKβ,磷酸化 IκBα并使其进一步泛素化而被蛋白酶体降解。从而 NF-κB 复合物
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